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PROTEINE RECOMBINANTE CONTENANT LA SEQUENCE 
C-TERMINALE DE 19kDa D'UNE PROTEINE MSP-1 
D'UN PLASMODIUM INFECTIEUX POUR L'HOMME 
OU UN FRAGMENT DE CELLE-CI 

POUR LA PRODUCTION DE VACCINS ANTI-PALUDIQUES 



L'invention concerne de nouveaux principes actifs de vaccins 
derives de la proteine majeure de surface de formes merozoYtes d'un 
Plasmodium infectieux pour I'homme, plus generalement connue sous la 
designation MSP-1. 

Cette proteine a deja fait Pobjet d'etudes nombreuses. Elle est 
synthetisee dans le stade schizonte des parasites du type Plasmodium, 
notamment Plasmodium falciparum, et est exprimee sous forme de Tun des 
constituants majeurs de la surface des merozoTtes aussi bien pendant le 
stade hepatique que pendant le stade erythrocytaire du paludisme (1, 2, 3, 
4). En raison du caractere predominant et de la conservation dans toutes 
les especes de Plasmodium connues de cette proteine, il a ete suggere 
qu'elle pourrait representer un candidal pour la constitution de vaccins 
anti-paludiques (5, 6). 

II en a encore ete de merne pour des fragments de cette proteine, 
particulierement des produits naturels de clivage dont Ton observe la 
formation, par exemple au cours de ('invasion par le parasite des 
erythrocytes de Thote infecte. Parmi, ces produits de clivage, on relevera le 
fragment C-terminal ayant un poids moleculaire de 42 kDa (7,8) qui est a 
son tour dive une nouvelle fois en un fragment N-terminal ayant un poids 
moleculaire apparent conventionnel de 33 kDa et en un fragment C- 
terminal ayant un poids moleculaire apparent conventionnel de 19 kDa (9) 
qui reste normalement fixe a la membrane du parasite au terme des 
modifications dont il est lui-meme I'objet, par I'intermediaire de groupes du 
type glycosylphosphatidylinositol (GPI) (10, 1 1). 
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On le retrouve encore au stade anneau precoce du cycle de 
developpement intraerythrocytaire (15, 16), d'ou les observations qui ont 
ete faites que ce fragment de 19kDa pourrait jouer un role non encore 
connu, mais sans doute essentiel dans les processus reinvasifs. De la 
5 decoulent les hypotheses deja formulees dans le passe que cette proteine 

pourrait constituer une cible particulierernent efficace pour d'eventuels 
vaccins. 

II sera entendu que les references souvent faites dans ce qui suit a 
des proteines p42 et p19 issues d'un certain type de Plasmodium 

o s'entendent comme se rapportant aux produits de clivage C-terminaux 

correspondants de la proteine MSP-1 de ce Plasmodium, ou, par 
extension, a des produits contenant sensiblement les memes sequences 
en acides amines, obtenus par recornbinaison genetique ou par synthese 
chimique selon les techniques classiques, par exemple par synthetiseur de 

5 type « Applied System » ou par synthese sur phase solide de type 
« Merrifield ». Pour la commodite du langage, les references a des « p42 
recombinantes » et des « p19 recombinantes » se rapportent a des « p42 » 
et « p19 » obtenues par des techniques comportant au moins une etape de 
genie genetique. 

>o Devant la difficulty d'obtenir des quantites importantes de parasites 

pour P .falciparum et I'impossibilite de cultiver P.wVax in vitro, il est devenu 
evident que le seul moyen de produire un vaccin antipaludtque necessite 
un recours aux techniques permettant Tutilisation des peptides ou 
proteines recombinantes. Mais, le MSP-1 est tres difficile a produire en 

25 entier a cause de sa grande taille d'environ 200 kDa, un fait qui a conduit 

les chercheurs a s'interesser a la partie C-terminale dont la fonction, 
encore inconnue, est vraisemblablement la plus importante. 

Au titre, des proteines recombinantes concernant la partie C- 
terminale de MSP-1 de P. falciparum, qui ont ete produites et testees chez 

3u le singe (12), on mentionnera : 



. une p42 fusionnee avec une glutathione-S-transferase produite dans 
E.co//; 

. une p19 fusionnee avec un polypeptide issu d'une anatoxine tetanique 
et porteur d'epitopes de cellules T auxiliaires produites dans 
S.cerevisiae. 

Une composition contenant la proteine de fusion p42 avec une 
glutathione-S-transferase produite dans E.co/i en association avec un 
adjuvant complet de Freund n'ont pas exerce d'effet protecteur dans les 
deux types de singes Aotus (A.nancymai et A.vociferans) auxquels el les 
avaient ete administrees. La proteine p19 produite dans S.cerevisiae a 
exerce un effet protecteur dans deux singes Aotus de type A.nancymai 
(12). Par contre elle n'a pas exerce d'effet protecteur dans deux singes 
Aotus de type A.vociferans. 

Certains chercheurs (Chang et al.) ont egalement rapporte des 
essais d'immunisation realises chez le lapin avec une proteine 
recombinante p42 produite dans un systeme baculovirus et contenant une 
sequence d'acides amines en commun avec P.falciparum (18). Ainsi ces 
derniers auteurs indiquent-ils que cette p42 recombinante se comporte 
chez le lapin sensiblement de la rneme fa?on que la proteine MSP-1 
recombinante entiere (gp195). Us suggerent que la proteine p42 pourrait 
faire I'objet d'essais de protection dans des primates non-humains 
susceptibles a ['infection par P.falciparum, en particulier des singes Aotus, 
au motif que la proteine p42 comporterait des epitopes-cibles pour des 
anticorps inhibiteurs formes contre la proteine MSP-1 native purifiee 
gp195. II serait neanmoins hasardeux, a supposer meme que de tels 
resultats soient un jour confirmes, de conclure au caractere protecteur 
chez I'homme des anticorps ainsi induits a Tencontre des parasites eux- 
memes. Rappelons en effet qu'il , n'existe pas actuellement de modeles 
experimentaux tres satisfaisants chez le primate pour P. vivax et 
P. falciparum. Le modele Saimiri, qui a ete developpe pour P.falciparum et 
P. vivax, et le modele Aotus pour P.falciparum, sont des systemes 
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artificiels, necessitant I'adaptation de souches de parasite et souvent la 
splenectomie des animaux pour obtenir des parasitemias significatives. En 
consequence, les resultats de vaccination provenant de ces modeles ne 
peuvent avoir qu'une valeur predictive limitee pour 1'Homme. 

On peut de toute fagon aussi s'interroger sur ce que serait un taux 
reel de vaccination susceptible d'etre eventuellement obtenu avec de telles 
proteines recombinantes, compte tenu de la constatation -rapportee plus 
loin- qui a ete faite de la presence dans les p42 issues des Plasmodiums 
de la meme espece, et plus particulierement dans les p33 
correspondantes, de regions hypervariables qui rendraient aleatoires en 
de nombreux cas Tefficacite immunoprotectrice des anticorps induits chez 
des personnes vaccinees par une p42 issue d'une souche de Plasmodium 
a rencontre d'une infection par d'autres souches de la meme espece (13). 

On peut meme supposer que le polymorphisme important de la 
partie N-terminale du p42 joue un role significatif dans I'echappement 
immunitaire, souvent observe pour ce type de parasites. 

La presente invention a pour objectif la production de proteines 
recombinantes vaccinantes echappant a ces difficultes, dont I'effet 
protecteur est verifiable dans des modeles experimentaux reellement 
significatifs, ou meme directement chez I'homme. 

L'invention concerne plus particulierement des compositions 
vaccinantes contre un parasite du type Plasmodium infectieux pour 
I'homme, contenant a titre de principe actif une proteine recombinante 
glycosylee ou non, dont la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle est celle : 

o soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoite d'un parasite du type 
Plasmodium, infectieux pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
penetration dans des erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle 
infectieux ; 




• soit d'un peptide immunologiquement equivalent a ce fragment p19 ou a 

la susdite partie de ce fragment, et 
cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant, de 
preference, la majorite des epitopes reconnus par des antiserums humains 
formes contre le Plasmodium correspondant. 

La presence de ces epitopes conformationnels pourrait jouer un role 
important dans I'efficacite protectrice du principe actif de vaccins. On les 
retrouve tout particulierement dans les principes actifs presentant par 
ailleurs les autres caracteristiques definies ci-dessus, lorsqu'ils ont ete 
produits dans un systeme vecteur baculovirus. S'il en est besoin, il est 
mentionne ci-apres que par Texpression « systeme de vecteur 
baculovirus » on entend I'ensemble que constitue le vecteur type 
baculovirus lui-meme et les lignees cellulaires, notamment cellules 
d'insectes transfectables par un baculovirus modifie par une sequence a 
transferer dans ces lignees cellulaires avec pour resultat Texpression de 
cette sequence transferee. Des exernples preferes de ces deux partenaires 
du systeme baculovirus, ont ete decrits dans Tarticle de Longacre et al. 
(19). C'est le meme systeme qui a ete utilise dans les exernples qui 
suivent. II va naturellement de soi que des variants, tant du baculovirus 
que des cellules infectables par ce baculovirus peuvent etre utilises en lieu 
et place de celui qui a ete choisi. 

Le caractere instable en milieu reducteur de ces epitopes 
conformationnels peut etre mis en evidence, notamment par le test decrit 
plus loin dans les exernples, notamment en presence de 
3-mercaptoethanol. 

De ce point de vue, la proteine recombinante produite par 
S. Longacre et al. (14) peut etre mise en oeuvre dans de tels compositions. 
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II est rappele que S. Longacre et al. reussirent a produire une p19 
recombinante issue de la MSP-1 de P.vivax dans un systeme vecteur a 
baculovirus contenant une sequence nucleotidique codant pour la p19 de 
Plasmodium vivax, en particulier par transfection de cultures de cellules 
d'insectes [lignee de Spodoptera frugiperda (S/9)] avec des baculovirus 
vecteurs contenant, sous le controle du promoteur de la polyhedrine, une 
sequence codant pour les fragments peptidiques definis ci-dessous, dont 
les sequences etaient placees dans Tordre suivant dans le vecteur 
baculovirus utilise : 

o fragment S'-terminal de 35 paires de bases de la sequence signal de la 
polyhedrine, dont avait ete mute (en ATT) le codon methionine 
d'initiation de 1'expression de cette proteine; 
o un fragment S'-terminal nucleotidique codant pour un peptide de 32 
acides amines correspondant a la partie N-terminale de MSP-1, y 
compris le peptide signal de MSP-1 ; 
o soit une sequence nucleotidique codant pour la p19, soit une 
sequence codant pour la p42 de la proteine MSP-1 de Plasmodium 
vivax, ces sequences etant aussi, selon le cas, soit pourvues (formes 
« ancrees »), soit depourvues (formes solubles) des regions 
d'extremite 3' de ces sequences de nucleotides dont les produits 
d'expression C-terminaux extremes sont reputes jouer un role essentiel 
dans I'ancrage de la proteine finale p19 sur la membrane du parasite ; 
o 2 codons stop TAA. 

Pour la p42, les sequences derivees de la region C-terminale de 
MSP-1 s'etendaient par consequent de I'acide amine Asp 1325 a I'acide 
amine Leu 1726 (forme ancree) ou a I'acide amine Ser 1705 (forme 
soluble) et pour la p19, les sequences s'etendaient de I'acide amine lie 
1602 a Tacide amine Leu 1726 (forme ancree) ou a I'acide amine Ser 1705 
(forme soluble), etant entendu que les sequences en acides amines 
completes de p42 et p19 dont les acides amines initiaux et terminaux ont 



ete indiques dans ce qui precede decoulent du gene de I'isolat Belem de 
P.vivax qui a ete sequence (20). 

Des resultats semblables ont ete obtenus en mettant en oeuvre 
dans les memes systemes . de vecteurs des sequences nucleotidiques 
codant pour la p42 et la p19 de Plasmodium cynomolgi. P.cynomolgi 
presente un double interet : c'est une espece parasitaire tres proche de 
P.vivax qui est infectieuse pour le macaque. II peut aussi infecter rHomme. 
On a egalement acces a des hotes naturels de P.cynomolgi, les singes 
rhesus et les singes toques, pour tester I'efficacite de protection du MSP-1 
de P.cynomolgi dans des systemes naturels. Le singe rhesus est considere 
comme une des especes les plus representatives des reactions 
immunitaires chez rHomme. 

En particulier, on a obtenu d'excellents resultats dans des essais de 
vaccination realises chez le singe toque avec deux polypeptides 
recombinants : la p42 et, surtout, la p19 solubles, derivees de P.cynomolgi, 
respectivement produites dans un systeme baculovirus et purifiees sur 
colonne d'affinite avec des anticorps monoclonaux reconnaissant les 
regions correspondantes de la proteine MSP-1 native. Les observations 
suivantes ont ete faites : les six singes immunises avec le seul p19 (trois 
singes) et le 19 et p42 ensemble (3 singes) ont tous temoigne d'une 
immunite presque sterile apres infection d'epreuve. Les resultats obtenus 
chez les trois singes immunises avec le p42 ont ete moins significatifs. 
Deux d'entre eux se sont comportes comme les precedents, mais si le 
troisieme a manifeste une parasitemie moins importante que des temoins 
immunises avec un tampon PBS en presence de I'adjuvant de Freund (3 
singes) ou non immunises (3 singes), elle n'en n'etait pas moins patente. 

Les resultats des essais particulierement efficaces realises chez le 
macaque avec des polypeptides recombinants produits dans un systeme 
baculovirus mettant en oeuvre une p19 recombinante de P.cynomolgi, 
etablissent que des polypeptides recombinants contenant respectivement 
des p19 recombinantes issus d'autres Plasmodiums doivent se comporter 
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de la meme maniere. lis sont « plus parlants » pour le paludisme chez 
I'Homme que les resultats d'essais realises avec P.vivax ou P.falciparum 
dans leurs « notes artificiels ». 

Les proteines recombinantes de baculovirus, derivees d'une partie 
C-terminale de MSP-1 (p19), ont un effet protecteur antipaludique tres 
significatif dans un systeme naturel, qui constitue le modele devaluation 
de I'effet protecteur de MSP-1 le plus representatif pour I'homme. 

L'effet protecteur obtenu pourrait etre d'autant meilleur que la forme 
p19 est depourvue de la region hypervariable de la partie N-terminale du 
p42, dont I'effet peut etre deletere dans des situations naturelles dans 
lesquelles le sujet vaccine est confronte a un polymorphisme important. 

Le fragment C-terminal de 19 kDa dont la sequence est presente 
dans le principe actif du vaccin peut etre limits a la sequence de la p19 
elle-meme, en I'absence de toute sequence polypeptidique normalement 
en amont de la sequence de p1 9 dans la proteine MSP-1 correspondante. 
II va neanmoins de soi que la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle du principe actif peut encore comporter une sequence 
polypeptidique du cote C-terminal appartenant au fragment N-terminal de 
33 kDa (p33) encore associee a la p19 dans la p42 correspondante, avant 
le clivage naturel de cette derniere, et cela chaque fois que la presence de 
ce fragment n'est pas de nature a modifier les proprietes immunologiques 
du principe actif du vaccin. Comme cela sera vu plus loin, notamment a 
propos de la description des exemples, les sequences C-terminales de la 
p33 de varietes diverses de Plasmodium (voir la partie C-terminale des 
sequences peptidiques de la « region III » de la figure 4), presenters aussi 
encore un degre d'homologie ou de conservation substantielle de la 
sequence, par exemple de I'ordre de 80% au moins, dans differentes 
varietes de Plasmodiums infectie.ux pour I'homme, de sorte qu'elles ne 
sont pas de nature a modifier fondamentalement les proprietes 
vaccinantes du principe actif (dont la sequence correspond a la region IV) 
de la figure 4, en particulier dans I'hypothese qui decoule de cette figure le 



site de clivage presume entre la p19 et la region III de la p33 se situe entre 
les residus leucine et asparagine dans une region particulierement bien 
conservee (LNVQTQ). 

Nornnalement la sequence polypeptidique C-terminale de la p33 ( 
lorsqu'elle est presente, comprend moins de 50 residus d'acides amines, 
voire meme moins de 35, ou meme moins de 10 residus d'acides amines. 

A ('inverse, la sequence polypeptidique constitutive essentielle du 
principe actif de vaccin peut ne pas comporter la totalite de la sequence 
codant pour la p19, naturellement sous reserve que cette derniere 
conserve la capacite d'induire des anticorps protecteurs contre le parasite. 
En particulier la susdite « partie de fragment a un poids moleculaire de 10 
a 25 kDa, notamnnent de 10 a 15kDa. De preference, cette partie de 
fragment polypeptidique contient au moins Tune des deux regions EGF 
(abreviation de I'expression anglaise « Epidermal Growth Factor »). 

II est clair que I'homme du metier est a meme de faire la difference 
entre les fragments actifs et ceux qui cesseraient de I'etre, notamment de 
fa?on experimental en produisant des vecteurs modifies contenant des 
inserats issus de la p19 de longueurs differentes, respectivement isoles a 
partir des fragments obtenus a partir de la sequence codante pour la p19, 
par reaction avec des enzymes de restriction appropries, ou encore par 
des enzymes exonucleolytiques qui auraient ete maintenus au contact du 
fragment codant pour la p19 pendant des temps variables ; la capacite des 
produits d'expression de ces inserats dans des cellules eucaryotes 
correspondantes, notamment des cellules d'insectes, transformees par les 
vecteurs modifies correspondents, a exercer un effet protecteur, pouvant 
alors etre testee, notamment dans les conditions experimentales qui seront 
decrites plus loin, a propos des exemples. En particulier, les produits 
d'expression de ces inserats doivent etre aptes a inhiber une parasitemie 
induite in vivo par le parasite correspondant entier. 

De meme, I'invention inclut toutes compositions vaccinantes dans 
lesquelles la sequence polypeptidique constitutive essentielle du principe 
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actif serait constitue d'un peptide capable d'induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale equivalente a celle 
produite par la p19 ou au fragment tel qu'il vient d'etre defini, des lors que 
I'addition, la deletion ou la substitution dans sa sequence de certains 
5 acides amines par d'autres n'entraTneraient pas une modification 

importante de la capacite du peptide ainsi modifie -ci-apres appele 
« peptide immunologiquement equivalent »- a aussi inhiber la susdite 
parasitemie. 

Le fragment de la p19 peut naturellement aussi etre associe que ce 

10 soit du cote N-terrninal ou du cote C-Terminal ou par Tintermediaire d'une 

liaison peptidique a un autre fragment de proteine plasmodiale ayant un 
potentiel vaccinant comme par exemple une proteine (« Duffy Binding 
Protein » de P. vivax (29) ou EBA-175 de P. falciparum (30) et (31) dont 
une region est specifiquement riche en cysteine), sous reserve que ne soit 

is pas alteree, au contraire amplifiee, sa capacite d'inhiber une parasitemie 

normalement introduce in vivo par le parasite correspondant. 

Le fragment codant pour la p19 ou une partie de celle-ci, peut 
contenir egalement, en amont de I'extremite N-terminale de p19, une 
sequence peptidique encore differente, par exemple a un fragment 

20 C-terminal du peptide signal utilise, tel que celui de la proteine MSP-1. 

Cette sequence comprend de preference moins de 50 acides amines, par 
exemple de 10 a 35 acides amines. 

Ces observations s'etendent de la meme fa?on a des p19 issues 
d'autres Plasmodium, en particulier PJalciparum, Tespece dominante des 

25 parasites, responsable d'une des formes les plus graves de paludisme. 

Mais les techniques rappelees ci-dessus pour la production dans un 
systeme de baculovirus d'une p19 recombinante issue de P. vivax ou 
P.cynomolgi sont difficilement transposables telies quelles a la production 
d'une p19 recombinante de PJalciparum avec un rendement satisfaisant 

M) ne fut-ce que pour obtenir des quantites appreciates autorisant la 

realisation d'essais d'immunoprotection. 
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L'invention fournit egalernent un procede remediant en grande 
partie a cette difficulty. II devient aussi possible d'obtenir des rendements 
beaucoup plus importants en p19 de P.falciparum -et d'autres 
Plasmodiums lorsque Ton rencontre des difficultes semblables- en mettant 
en oeuvre une sequence nucleotidique synthetique de substitution a la 
sequence nucleotidique naturelle codant pour la p19 de Plasmodium 
falciparum dans un vecteur d'expression d'un systeme baculovirus, cette 
sequence nucleotidique synthetique codant pour la meme p19, mais etant 
caracterisee par une proportion de nucleotides G et C plus elevee que 
dans la sequence nucleotidique naturelle. 

En d'autres termes, ('invention decoule de la decouverte que 
I'expression dans un systeme baculovirus d'une sequence nucleotidique 
codant pour une p19, etait apparernment liee a une compatibility amelioree 
des codons successifs de la sequence nucleotidique a exprimer avec la 
« machinerie cellulaire » des cellules hotes transforrnables par des 
baculovirus, a I'instar de ce qui est observe pour les sequences 
nucleotidiques naturelles normalement contenues dans ces baculovirus et 
exprimees dans les cellules hotes infectees ; d'ou la mauvaise expression, 
sinon parfois I'absence totale d'expression d'une sequence nucleotidique 
native de P.falciparum ; d'ou egalernent une explication possible a 
('expression plus efficace observee de la p19 de P.vivax dans un systeme 
baculovirus par Longacre et al. (14) et, comme les inventeurs I'ont aussi 
constate, de la sequence de P.cynomolgi a partir des sequences 
nucleotidiques p19 natives correspondantes, en raison de leurs teneurs 
relatives en nucleotides G et C beaucoup plus elevees que celles des 
sequences nucleotidiques natives codant pour les p19 de P.falciparum. 

L'invention concerne done aussi, plus generalement, un vecteur 
modifie du type baculovirus recombinant contenant sous le controle d'un 
promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible d'etre reconnu par des 
cellules transfectables par ce vecteur, une premiere sequence 
nucleotidique codant pour un peptide signal exploitable par un systeme 
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baculovirus, caracterise par une deuxieme sequence nucleotidique en aval 
de la premiere, egalement sous le controle de ce promoteur et code pour 
la sequence peptidique : 

o soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoi'te d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 
humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 

o soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
depression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 
apte aussi ayffihiber une parasitemie ^^aiommHr^dt^e in vivo ^s^S^cd^jL du^ 
parasite correspondant ; ■ . 

o soit d'un peptide immunologiquement equivalent derive du susdit 
fragment peptidique C-terminal (p19) ou de la susdite partie de fragment 
peptidique par addition, deletion ou substitution d'acides amines 
n'entrainant pas une modification importante de la capacite de ce 
peptide immunologiquement equivalent a induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale semblable a celle 
produite par ce fragment peptidique p19 ou a la susdite partie de ce 
fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant le cas echeant une teneur en 
nucleotides G et C comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 
50% de la totalite des nucleotides dont elle est constitute. Cette sequence 
peut etre obtenue par construction d'un gene synthetique dans lequel les 
codons naturels ont ete changes par des codons riches en G/C sans que 
leur traduction soit modifiee (maintien de la sequence peptidique). 

En ('occurrence ladite sequence nucleotidique, fournie par un ADN 
synthetique, peut presenter au moins 10% de codons modifies par rapport 
a la sequence du gene ou du cDNA naturel tout en conservant les 
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caracteristiques de la sequence naturelle traduite, c'est-a-dire le maintien 
de la sequence en amino-acides. 

Cela etant. on n'exclut pas que cette teneur en nucleotides G et C 
pourrait etre davantage accrue, des lors que les modifications qui en 
resulteraient quant a la sequence en acides amines du peptide 
recombinant -ou peptide immunologiquement equivalent-produit 
n'entraineraient pas une perte des proprietes immunologiques, voire 
protectrices, des proteines recombinantes formees, notamment dans les 
essais qui seront illustres plus loin. 

Ces observations s'appliquent naturellement a d'autres Plasmodium 
infectieux pour I'homme. en particulier des lors que des sequences 
nucleotidiques natives codant pour les p19 correspondantes, auraient des 
teneurs en nucleotides T et A difficilement compatibles avec une 
expression efficace dans un systeme baculovirus. 

La sequence codant pour le signal utilise peut etre celle 
normalement associee a la sequence native du Plasmodium concerne. 
Mais elle peut egalement etre issue d'un autre Plasmodium, par exemple 
P.vivax ou P.cynomolgi ou d'un autre organisme s'il est susceptible d'etre 
reconnu en tant que signal dans un systeme baculovirus. 

La sequence codant pour la p19 ou un fragment de celle-ci au sein 
du vecteur considere est, le cas echeant, depourvue de la sequence 
d'ancrage de la proteine native au parasite dont elle est issue, cas dans 
lequel la proteine exprimee est en general excretee dans le milieu de 
culture (forme soluble). II est d'ailleurs remarquable a cet egard que dans 
les conditions de I'invention, les formes solubles et ancrees de proteines 
recombinantes produites, en particulier lorsqu'elles sont issues de 
P.falciparum ou P.cynomolgi ou P.vivax, ont tendance a former des 
oligomeres, cette propriete pouvant etre a I'origine des immunogenicites 
accrues des proteines recombinantes formees. 

L'invention concerne tout autant les vecteurs dans lesquels la 
sequence codante contient la sequence d'extremite 3' terminale codant 
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pour la sequence d'extremite C'-terminale hydrophobe de la p19 et qui est 
normalement impliquee dans I'induction de I'ancrage de la proteine native 
a la membrane cellulaire de I'hote dans lequel elle est exprimee. Cette 
region d'extremite 3'-terminale peut d'ailleurs etre heterologue vis-a-vis de 
la sequence codant pour la partie soluble de p19, par exemple 
corresponds a la sequence 3'-terminale issue de PwVax ou d'un autre 
organisme des lors qu'elle code pour une sequence d'ancrage de 
I'ensemble de la proteine recombinante produite a la membrane de I'hote 
cellulaire du systerne baculovirus mis en oeuvre. A titre d'exemple de telles 
sequences d'ancrage on cite la GPI de I'antigene CD59 exprimable dans 
des cellules d'insectes du type Spodoptera frugiperda (32) ou la GPI d'une 
proteine humaine CD14 (33). 

L'invention concerne naturellement aussi les proteines 
recombinantes, ces proteines comportant des epitopes conformationnels 
reconnus par des serums humains formes contre le Plasmodium 
correspondant. 

D'une fa?on generate, ('invention concerne egalement toute proteine 
recombinante du type indique ci-dessus, des lors qu'elle comporte des 
epitopes conformationnels tels que produits dans le systerne baculovirus, 
notamment ceux qui se trouvent etre instables en milieu reducteur. 

L'invention concerne naturellement lesdites proteines 
recombinantes, qu'elles soient sous la forme dite soluble ou sous la forme 
pourvue d'une region d'ancrage, en particulier aux hotes cellulaires mis en 
oeuvre dans le systerne baculovirus. 

Entrent egalement dans le champ de ('invention, les oligomeres 
produits spontanement dans les systemes baculovirus utilises ou produits 
a posteriori, en ayant recours a des techniques classiques 
d'oligomerisation de proteines. La technique couramment utilisee met en 
oeuvre le glutaraldehyde. Mais tout systerne classique de pontage entre 
des fonctions respectivement amine et carboxyle, telles qu'on les 
retrouvent dans les proteines pourra egalement etre utilise. A titre 
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d'exemples, on peut mettre en oeuvre Tune quelconque des techniques 
decrites dans la demande de brevet europeen 0602079. 

Par « oligomere » on entend une molecule contenant de 2 a 50 
unites monomere, chacune de ces unites monomere contenant la p19 ou 
un fragment de celle-ci, tel que defini ci-dessus, capable de former un 
agregat. L'invention porte egalement sur tout produit de conjugaison entre 
une p19 ou fragment de p19 tel que defini ci-dessus, d'une part, et une 
molecule porteuse -par exemple une polylysine-alanine- utilisable pour la 
production des vaccins, d'autre part, par I'intermediaire de liaisons 
covalentes ou non. Les compositions vaccinantes les mettant en oeuvre 
font egalement partie de l'invention. 

L'invention concerne egalement les compositions de vaccins mettant 
en oeuvre ces proteines recombinantes oligomeres ou conjugues, y inclus 
d'ailleurs les proteines issues de Plasmodium v/Vax, ces observations 
s'etendant egalement aux oligomeres de ces proteines recombinantes. 

Font egalement partie de l'invention les compositions dans 
lesquelles les proteines recombinantes susmentionnees sont associees a 
un adjuvant, par exemple un alun. Les proteines recombinantes 
comportant I'extreme region C-terminale permettant leur ancrage a la 
membrane des cellules dans lesquelles elles sont produites sont 
avantageusement utilisees en combinaison avec des lipides aptes a former 
des liposomes et appropries a la production de vaccins. Sans qu'il y ait eu 
lieu de s'y limiter, on peut avoir recours aux lipides decrits a cet effet par 
exemple dans I'ouvrage intitule « Les liposomes aspects technologique, 
biologique et pharmacologique » de J. Delattre et aL, edition INSERM, 
1 993. 

La presence de la region d'ancrage dans la proteine recombinante, 
qu'il s'agisse d'une region d'ancrage homologue ou heterologue vis-a-vis 
de la partie vaccinante proprement dite t est de nature a favoriser la 
production d'anticorps cytophiies, notamment du type lgG 2a et lgG 2 b chez la 
souris qui pourraient avoir une activite protectrice parttculierement elevee, 
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au point que Ton pourrait se dispenser d'associer les principes actifs de 
vaccins ainsi constitues avec des adjuvants autres que les lipides utilises 
pour la constitution des formes liposomiques. II s'agirait la d'un avantage 
important, puisque les liposomes peuvent etre lyophilises dans des 
5 conditions permettant leur stockage et leur transport, sans que des 

chaines de froid ne soient alors indispensables. 

D'autres caracteristiques de I'invention apparaitront encore au cours 
de la description qui suit d'exemples de proteines recombinantes entrant 
dans le cadre de ("invention et des conditions dans lesquelles elles 
10 peuvent etre produites, sans que ces exemples soient de nature a limiter la 

portee de 1'invention. 

Description de la construction Pff\ASP1pi 9 S (soluble) (p19 soluble 
issue de P .falciparum) 

15 La construction recombinante PfMSP1 P i 9 S contient de I'ADN 

correspondant aux 8 paires de base de la sequence leader et les 32 
premiers acides amines de MSP1 de Plasmodium vivax de Meti a Asp 32 
(isolat Belem ; Del Portillo et al. 1991. P.N.A.S. 88, 4030.) suivis par un 
GluPhe, du au site EcoR1 faisant la liaison des deux fragments. Le tout est 

20 suivi par le gene synthetique, decrit dans Figure 1 , codant le Plasmodium 

falciparum MSP1 p i 9 de Asn 16 i3 a Ser 17 os (isolat Uganda-Palo Alto ; Chang et 
al. 1988. Exp. Parasitol. 67,1). La construction est terminee par deux 
codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une proteine 
recombinante qui est secretee dans le surnageant de culture des cellules 

25 infectees. 

De la meme fa?on et a des fins de comparisons, on a produit une 
construction recombinante dans des conditions semblables a celles 
utilisees pour la production de Ia.p19 ci-dessus, mais en travaillant avec 
une sequence codante consistant en une copie directe de I'ADN 

30 correspondant de la souche P. falciparum (FUP) decrite par Chang et al. t 

Exp. Parasit. 67,1; 1989. La copie de ce gene naturel (s'etendant de 
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I'asparagine 1613 a la serine 1705) a ete formee par PCR a partir du gene 
natif. 

On a represents dans la Figure 1A les sequences a la fois du gene 

5 synthetique (Bad 9) et du « gene natif » (PF1 9). 

On remarque que 57 codons sur les 93 codons de la sequence 
codante native pour la p19 issue de P.falciparum ont ete modifies (pour ce 
qui est du troisieme nucleotide dans 55 d'entre eux et du premier et 
troisieme nucleotides dans les deux codons restant). Des codons 

10 nouveaux ont ete ajoutes a Textremite 5' pour introduce le peptide signal 

dans les conditions qui ont ete indiquees ci-dessus et pour introduire un 
site EcoRI pour le clonage, d'une part, et de meme ont ete ajoutes deux 
codons stop non presents dans la p19 de P.falciparum aux fins d'obtenir 
des signaux de terminaison de I'expression. Les lettres individualisees 

is placees respectivement au dessus des codons successifs correspondent 

aux acides amines respectifs successifs. Les asterisques (*) se rapportent 
aux codons stop. Les lignes verticales soulignent les nucleotides qui sont 
les memes dans les deux sequences. 

20 Description de la construction PfMSP1 p19 A (ancre GPI) (p19 ancree de 

P.falciparum) 

La construction PfMSP1 p isA a des caracteristiques de la precedente 
sauf que la sequence synthetique (Figure 1B) code pour le MSP1 p i 9 de 
Plasmodium falciparum (isolat Uganda-Palo alto) de Asn 16 i3 a llei 7 26 suivie 
25 par deux codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une 

proteine recombinante qui est ancree dans la membrane plasmique des 
cellules infectees par une structure du type glycosyl phosphatidyl inositol 
(GPI). 

?o La figure 1C est representative de la sequence de la proteine 

recombinante PfMSP1 P i 9 S avant coupure de la sequence signal. 
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La figure 1D est representative de la sequence de la proteine 
recombinante PfMSPIpigS apres coupure de la sequence signal. 

Les acides amines soulignes dans les figures 1C et 1D proviennent 
du site EcoR1 utilise pour joindre les sequences nucleotidiques derivees 
de la partie N-terminale de MSP1 de P.vivax (avec sequence signal) et de 
MSP1 p19 de P.falciparum. 

Figure 2 - L'antigene recombinant PfMSP1 p i 9 soluble purifie par 
immunoaffinite a ete analyse par immunoblot apres SDS-PAGE en 
presence (reduit) ou absence (non reduit) de B-mercaptoethanol. Les 
echantillons sont chargees sur gel apres chauffage a 95°C en presence de 
2% SDS. Dans ces conditions seulement des liaisons du type covalent 
(ponts disulfure) peuvent resister a la desagregation. Le blot de gauche a 
ete revele avec un anticorps monoclonal qui reagit avec un epitope lineaire 
de la p19 naturelle. Le blot de droite a ete revele avec un melange de 13 
antisera humains provenant des sujets avec une immunite acquise au 
paludisme du a Plasmodium falciparum. Ces resultats montrent que la 
molecule recombinante de baculovirus reproduit bien les epitopes 
conformationnels en forme de polymere qui sont reconnus en majorite par 
('antiserum humain. 

Figure 3 - L'antigene recombinant PvMSP1 P4 2 soluble (Longacre et 
al. 1994, op.cit.) a ete incube pendant 5 heures a 37° en presence des 
fractions de proteines derivees des merozoTtes de P.falciparum et 
separees par isoelectrofocalisation. Par la suite les echantillons ont ete 
analyses par immunoblot en presence (reduit) ou absence (non reduit) de 
B-mercaptdethanol. Les fractions 5 a 12 d'isoelectrofocalisation, ainsi que 
deux extraits totaux de merozoTtes faits en presence (Tex) ou absence (T) 
de detergent ont ete analyses. L'immunoblot a ete revele avec des 
anticorps monoclonaux specifiques pour le MSP1 p4 2 et pl9 de P.vivax. Les 
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resultats suggerent qu'il y a une activite proteolytique dans les merozoTtes 
de P. falciparum qui peut etre extraite en detergent. La digestion du p42 
dans certaines fractions semble provoquer une polymerisation des produits 
de digestion (p19); cette polymerisation est probablement liee a la 
formation de ponts disulfure puisqu'en presence de B-mercaptoethanol, les 
formes de haut poids moleculaire disparaissent en faveur d'une molecule 
d'environ 19 kDa (Tex-R). La polymerisation du p19 observee dans ces 
experiences pourrait done etre une propriete intrinseque de cette molecule 
in vivo. 

Description de la construction PcMSP1 p i 9 S (soluble) (p19 soluble de 
P.cynomolgi) 

L'ADN utilise pour la construction susdite a ete obtenu a partir d'un 
clone de la souche de Plasmodium cynomolgi ceylonesis (22-23). Cette 
souche a ete maintenue par des passages successifs dans son hots 
naturel {Macaca sinica) et des transmissions cycliques par ('intermediate 
de moustiques (27). 

Des parasites sanguins ont ete obtenus a partir des singes infectes 
au stade schizonte mature quand les parasitemies ont atteint un niveau de 
5%. lis ont alors ete purifies selon la methodes decrites dans (25). L'ADN a 
ensuite ete extrait cornme decrit dans (26). 

Un fragment de 1200 paires de base a ensuite ete produit en ayant 
recours a la reaction PCR mettant en oeuvre les oligonucleotides 
soulignes dans la Figure 4 et issus de P.vivax. L'oligonucleotide 5' 
comprenait un site de restriction EcoRI et l'oligonucleotide 3' deux codons 
synthetiques stop TAA suivis d'un site de restriction Bglll. Ce fragment a 
ete introduit par ligation et par I'intermediaire de ces sites EcoRI et Bglll 
dans le plasmide pVLSV 2 oo contenant deja la sequence signal de la 
proteine MSP-1 de P.vivax (19). Le nouveau plasmide (pVLSV 2 ooC 4 2) a ete 
utilise pour ('analyse de sequences d'ADN. 
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Les sequences de P.cynomolgi et des sequences correspondantes 
de P.vivax ont ete mises en alignement. Les fleches noires designent les 
sites de clivage primaire et secondaire presumes, lis ont ete determines 
par analogie avec les sites connus dans P. falciparum (27 ', 28). Des lignes 
verticales et des fleches horizontales localisent les limites des quatre 
regions qui ont ete etudiees. La region 4 correspond a la sequence codant 
pour la p19 de P.cynomolgi. Des sites de glycosylation sont encadres et 
les cysteines conservees sont soulignees. Dans la partie inferieure de la 
Figure 4 sont indiques les pourcentages identite entre les deux isolats de 
P.vivax et P.cynomolgi. 

La construction recombinante PcMSP1 p19 S contient de I'ADN 
correspondant aux 8 paires de bases de la sequence « leader » et les 32 
premiers acides amines de MSP1 de Plasmodium vivax de Met, a Asp 32 
(isolat Belem ; Del Portillo et al. 1991. P.N.A.S. 88 t 4030.) suivis par un 
GluPhe, du au site EcoR1 faisant la liaison des deux fragments. Le tout est 
suivi par la sequence codant pour le MSP1 pl9 de Plasmodium cynomolgi 
(souche Ceylon) de Lys 27 6 a Ser 380 . La construction est terminee par deux 
codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une proteine 
recombinante qui est secretee dans le surnageant de culture des cellules 
infectees. 

Purification de la proteine recombinante PfMSP1p19 par 
chromatographie d'imrnunoaffinite avec un anticorps monoclonal 
reconnaissant specifiquement la p19 de Plasmodium falciparum. 

La resine de chromatographie a ete preparee en liant 70 mg d'un 
anticorps monoclonal a 3g de CNBr-Sepharose 4B active (Pharmacia) par 
des methodes standards detailiees dans le mode d'emploi fourni par 
Pharmacia. Les surnageants de culture contenant le PfMSP1p19 soluble 
ont ete incubes en batch avec la resine de chromatographie pendant 16 
heures a 4°C. La cotonne a ete lavee une fois avec 20 volumes de 0.05% 
NP40, 0.5M NaCI, PBS ; une fois avec 5 volumes de PBS et une fois avec 
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2 volumes de 10 mM phosphate de sodium, pH 6.8. L'elution a ete 
effectuee avec 30 ml de 0.2 M glycine, pH 2.2. L'eluat a ete neutralise avec 
1 M phosphate de sodium, pH 7.7 puis concentre par ultrafiltration et 
dialyse contre du PBS. Pour la purification du PfMSP1p19 ancre, toutes les 
solutions de lavage et elution contenaient en supplement 0.1% 3- 
(Dimethyl-dodecylammonio)-propane sulfonate (Fluka). 

Essai de vaccination de MSPl recombinant de Plasmodium vivax (p42 
et p19) chez le singe ecureuil Saimiri sciureus. 

Cet essai de vaccination a ete fait chez des Saimiri sciureus 
boliviensis males de 2 a 3 ans, non splenectomies. Trois singes ont ete 
injectes 3 fois par voie intramusculaire a 3 semaines d'intervalle avec un 
melange d'environ 50 a 100 pg chacun, de PvMSP1 p42 et pl9 soluble 
recombinant (19), purifie par immunoaffinite. L'adjuvant de Freund complet 
et incomplet etait utilise comme suit: 1* re injection: 1:1 FCA/FIA ; 2*™ 
injection 1:4 FCA/FIA; 3* me injection: FIA. Ces compositions d'adjuvant 
etaient melangees par la suite 1:1 avec I'antigene en PBS. Les cinq singes 
controles recevaient I'antigene glutathione-S-transferase (GST) produit 
dans E.coli selon le meme protocole. L' infection d'epreuve etait effectuee 
en injectant 2.10 6 hematies infectees avec une souche adaptee de 
Plasmodium vivax (Belem) 2.5 semaines apres la derniere injection. La 
protection a ete evaluee en determinant les parasitemies journalieres chez 
tous les animaux par examen des frottis colores avec giemsa. 

Les courbes de la Figure 5 sont representatives de la variation de la - 
parasitemie mesuree en nombre d'hematies parasitees par microlitre de 
sang (sur Taxe des ordonnees a Techelle logarithmique) en fonction du 
temps ecoule apres ['infection (en jours). La courbe A correspond aux 
valeurs moyennes observees chez les trois singes vaccines, la courbe B ; 
les valeurs moyennes chez cinq singes temoins. 

De Texamen de la figure decoule une tres forte reduction de ia 
parasitemie sous Teffet de ia vaccination. 
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Essai de vaccination de MSP1 recombinant de Plasmodium 
cynomolgi (p42 et p19) chez le singe toque, Macaca sinica. 

Quinze singes captures ont ete utilises comme suit : (1) 3 animaux 
injectes avec 100 pg PcMSP1p4 2 soluble ; 3 animaux injectes avec 35 pg 
(1 6re injection) ou 50 pg (2 dme et 3* me injections) PcMSP1 p19 soluble ; (3) 3 
animaux injectes avec un melange de PcMSPI^ et p19 ; (4) 3 animaux 
injectes avec I'adjuvant plus PBS ; (5) 3 animaux non injectes. L'adjuvant 
de Freund complet et incomplet a ete utilise selon le protocole decrit ci- 
dessus. Les injections on ete faites par voie intramusculaire a 4 semaines 
d'intervalle. L'infection d'epreuve etait faite en injectant 2.10 5 hematies 
infectees avec Plasmodium cynomolgi 4 semaines apres la derniere 
injection. La protection a ete evaluee en determinant les parasitemies 
journalieres chez tous les animaux en examinant les parasitemies avec 
giemsa. Les parasitemies ont ete classees comme negatives uniquement 
apres comptage de 400 champs de frottis. Les parasitemies sont 
exprimees en pourcentage d'hematies parasitees. 

Les Figures 6A-6F sont illustratives des resultats obtenus. Dans 
chacune d'elles apparaissent les parasitemies (exprimees en 
pourcentages d'hematies parasitees sur I'axe des ordonnees a I'echelle 
logarithmique) observees chez les animaux d'epreuve en fonction des 
temps apres l'infection (en jours sur les axes des abscisses). 
Les resultats concernent : 
o dans la figure 6A ; des animaux controles non vaccines ; 
o la figure 6B concerne des animaux qui avaient recju une solution 

saline contenant en outre I'adjuvant de Freund ; 
o la figure 6C est une superposition des figures 6A et 6B, dans le but de 
faire apparaitre les resultats relatifs resultant de I'administration de 
I'adjuvant de Freund aux animaux (les variations ne sont evidemment 
pas significatives) ; 



• la figure 6D fournit les resultats obtenus a Tissue d'une vaccination 
avec la p42 ; 

• la figure 6E concerne des animaux vaccines avec la seule p19 ; 

• enfin, la figure 6F concerne les animaux vaccines avec un melange de 
p19 et p42. 

La p42 induit certes un certain niveau de protection. Mais comrne en 
temoignent les figures 6E et 6F, la protection conferee par la p19 
recombinante selon I'invention est considerablement amelioree. 

On peut formuler I'hypothese que ['amelioration de la protection 
resulte d'un clivage secondaire de la p42 qui s'accompagne du 
devoilement de cysteine libre qui forme, par la suite, des ponts disulfure 
intermoleculaires donnant lieu a des multimeres du p19 tres 
caracteristiques de cette forme dans les proteines recombinantes des trois 
especes testees. 

Essai de vaccination avec une p19 recombinante de Plasmodium 
falciparum chez le singe ecureuil. 

Des singes eleves en captivite ont ete injectes avec 1 ml d'inoculum 
par voie intramusculaire 2 fois a 4 semaines d'intervalle comme suit : (1) 4 
animaux injectes avec 50 pg de PfMSP1p19 soluble en presence 

d'adjuvant de Freund comme suit: l^ re injection 1:1 FCA/FIA; 2® me 
injection 1:4 FCA/FIA; et melanges par la suite 1:1 avec I'antigene en 
PBS; (2) 4 animaux injectes avec 50 pg de PfMSP1p19 soluble en 
presence de 10 mg d'alun; (3) 4 animaux injectes avec environ 50 pg de 
PfMSP1p19 ancre GPI reconstitues en liposomes composes 1:1 en 
molarite de cholesterol et phosphatidyl choline. Les animaux ont ete 
saignes 17 jours apres la deuxieme injection. 

Les globules rouges provenants d'un singe ecureuil avec 30% de 
parasitemie due a P. falciparum (avec des formes mures en majorite) ont 
ete laves en PBS et le culot etait dilue 8 fois en presence de 2% SDS et 
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2% dithiothreito! et chauffe a 95° avant d'etre charge sur un gel de 
polyacrylamide de 7.5% (gel de separation) et 4% (gel de stacking) (haut 
du gel). Apres transfere en nitrocellulose I'analyse par innnnunoblot 
(immunoempreinte) a ete fait avec des antisera comme suit: (1) pool 
d'antisera des 4 singes vaccines avec PfMSP1p19 soluble en adjuvant de 
Freund dilue au vingtieme ; (2) pool d'antisera des 4 singes vaccines avec 
PfMSP1p19 soluble en adjuvant alun dilue au vingtieme; (3) pool 
d'antisera des 4 singes vaccines avec PfMSP1p19 ancre en liposomes 
dilue au vingtieme ; (4) I'anticorps monoclonal, qui reagit avec un epitope 
lineaire de PfMSP1p19, a 50 pg/ml ; (5) pool d'antisera SHI90 provenant 
d'un vingtaine de singes infectes a repetition par P. falciparum et devenus 
refractaires a toute infection ulterieure de P. falciparum, dilue au cinq 
centieme ; (6) pool d'antisera des singes naifs (n'ayant jamais ete exposes 
a P. falciparum) dilue au vingtieme. 

Les resultats montrent que les 3 pools d'antisera des singes 
vaccines avec le PfMSP1p19 reagissent de fa?on importante et specifique 
avec des complexes de tres haut poids moleculaire (se trouvant de fagon 
diffuse dans le gel de stacking) et presents dans des extraits de parasite 
contenant davantage de formes mures. Ces resultats confortent 
I'hypothese de la presence d'une agregation specifique du MSP1p19 in 
vivo comportant des epitopes qui sont reproduits dans les molecules 
recombinantes PfMSP1p19 synthetisees dans le systeme baculovirus, en 
particulier celles en forme d'oligomere. 

La figure 7 illustre egalement ces resultats. Elle se rapporte aux 
immunoempreintes produites sur gel. Les trois premieres colonnes du gel 
illustrent la reponse in vivo de singes a des injections de p19 [(1) avec 
('adjuvant de Freund, (2) avec de I'alun, (3) sous forme de liposome] et 
notamment ('existence de complexes de haut poids moleculaire confortant 
I'hypothese de I'agregation in vivo de p19 sous forme d'oligomere, 
specifique du stade de maturation (quand p42 est coupe en p19 et p33). 



Cet essai de vaccination comprend egalement une troisieme 
injection identique aux precedentes. L'injection avec I'adjuvant de Freund 
comprend uniquement du FIA. 

II y a deux animaux controles pour chaque groupe a savoir : 2 
animaux controles injectes avec PBS et I'adjuvant de Freund ; 2 animaux 
controles injectes avec PBS et alun ; 2 animaux controles injectes avec 
liposomes sans proteine ; et deux animaux injectes avec PBS sans 
adjuvant. La protection est evaluee comme decrit ci-dessus. 

L'invention concerne naturellement d'autres applications, par 
exemple celles exposees ci-apres en rapport avec certains des exemples, 
lesquels ne presentent aucun caractere limitatif. 

Therapeutiaue 

La molecule recombinante PfMSP1p19 peut etre utilisee pour 
produire des anticorps specifiques eventuellement utilisables par transfert 
passif dans un but de therapeutique adaptee au paludisme severe du a P. 
falciparum avec risque de mortalite. 

Diagnostic 

Les molecules recombinantes PfMSP1p19 derivees de baculovirus 
peuvent et ont ete utilisees pour produire des anticoprs monoclonaux 
specifiques murins. Ces anticorps, en combinaison avec des antisera 
polyclonaux anti MSP1p19 provenant d'une autre espece telle que le lapin 
ou la chevre, peuvent etre a la base d'un test de diagnostic semi-quantitatif 
pour le paludisme et capable de distinguer entre un paludisme du a P. 
falciparum, qui peut etre mortel, et un paludisme du a P. vivax, qui n'est 
generalement pas mortel. Le principe de ce test serait de pieger et 
quantifier toute molecule de MSP1 contenant la partie p19 dans le sang. 

Dans ce cadre, les avantages de la molecule MSP1p19 sont les 
suivants: 

(i) elle est a la fois extremernent bien conservee au sein d'une 
meme espece et suffisamment divergente entre des especes differentes 
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pour permettre de produire facilement des reactifs specifiques d'espece. 
Aucune reaction croisee n f a ete observee entre les anticorps derives de 
PfMSP1p19 et PvMSP1p19 ; 

(ii) la fonction du MSP1p19, bien que non connue avec precision, 
semble etre suffisamment importante pour que cette molecule ne varie pas 
de fa?on significative ou soit deletee sans effet letal pour le parasite ; 

(iii) c'est un antigene majeur se trouvant sur tous les merozoTtes et 
done, il doit etre, en principe, detectable meme a basse parasitemie et 
proportionnellement a la parasitemie ; 

(iv) puisque les molecules recombinantes de MSP1p19 derivees de 
baculovirus semblent reproduire davantage la structure native de 
MSP1p19 ( les anticorps produits contre ces proteines seraient bien 
adaptes a un usage diagnostique. 

Les microorganismes identifies ci-dessous ont ete deposes suivant 
la regie 6.1. du Traite de Budapest a la date du 01 fevrier 1996 . sous les 
numeros suivants : 



References d'identification 
PvMSP1p19A 
20 PvMSP1p19S 
PfMSP1p19A 
PfMSP1p19S 
PcMSP1p19S 



Numeros d'enreqistrement 

- 1659 

- 1660 

- 1661 

- 1662 

- 1663 
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L'invention concerne egalement ['utilisation de ces anticorps, alors 
de preference prealablement fixes sur un support solide (par exemple pour 
chromatographie d'affinite), pour la purification de peptides du type p19 
initialement contenus dans un melange. 

La purification fait alors intervenir une mise en contact de ce 
melange avec I'anticorps, la dissociation du complexe antigene-anticorps 
et la recuperation du peptide de type p19 purifie. 
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REVENDICATIONS 



1. Proteine recombinante dont la sequence polypeptidique 
constitutive essentielle est celle : 

• soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoite d'un parasite du type 
Plasmodium, autre que Plasmodium vivax, et infectieux pour P Homme, 
ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la surface du 
parasite au terme de sa phase de penetration dans des erythrocytes 
humains, a Poccasion d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

cette proteine recombinante comportant le cas echeant des epitopes 
conformationneis instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
des epitopes reconnus par des antiserums humains formes contre le 
Plasmodium correspondant. 

2. Proteine recombinante selon la revendication 1, caracterisee 
en ce qu'elle est essentiellement depourvue de toute sequence 
polypeptidique normalement en amont de la sequence polypeptidique 
C-terminale de la p33 (fragment N-terminal de 33 kDa) normalement du 
cote associe a la p19 dans la p42 correspondante, avant le clivage naturel 
de cette derniere, cette derniere sequence polypeptidique C-terminale de 
la p33 comportant, lorsqu'elle est presente, moins de 50 residus d'acides 
amines. 
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3. Proteine recombinante selon la revendication 1, caracterisee 
en ce qu'elle est essentiellement depourvue de toute sequence 
polypeptidique normalement en amont de la sequence polypeptidique du 
cote C-terminal de la p33 (fragment N-terminal de 33 kDa) normalement 
associee a la p19 dans la p42 correspondante avant le clivage naturel de 
cette derniere, cette derniere sequence polypeptidique C-terminale de la 
p33, comportant, lorsqu'elle est presente, moins de 35, voire meme moins 
de 10 residus d'acides amines. 

4. Proteine recombinante selon la revendication 1, caracterisee 
en ce qu'elle est essentiellement depourvue de toute sequence 
polypeptidique normalement en amont de la sequence polypeptidique du 
cote C-terminal de la p33 (fragment N-terminal de 33 kDa) normalement 
associee a la p19 dans la p42 correspondante avant le clivage naturel de 
cette derniere, cette derniere sequence polypeptidique C-terminale de la 
p33 etant limitee, lorsqu'elle est presente, a celle qui conserve un degre de 
conservation substantiel dans les Plasmodium infectieux pour I'homme, 
tels que P.falciparum ou P.vivax. 

5. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que la partie de fragment p19 
contient au moins Tune des deux regions EGF normalement contenues 
dans cette p19. 

6. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que le poids moleculaire de ce 
fragment p19 ou de cette partie de fragment p19 est comprise entre 10 et 
25 kDa, notamment entre 10 et 15 kDa. 

7. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle comporte egalement un 
groupe glycosyiphosphatidylinositol (GPI) du type de ceux qui permettent 
un ancrage du fragment p19 a I'hote cellulaire, notamment une cellule 
eucaryote, preferentiellement une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus, dans lequel ladite proteine recombinante est exprimee. 



8. Proteine recombinante selon Tune quelconque cles 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle est depourvue de la partie 
C-terminale extreme hydrophobe qui intervient dans I'induction de 
I'ancrage de cette proteine recombinante a la membrane cellulaire de 
I'hote dans lequel elle est exprimee, notamment dans une cellule 
eucaryote, preferentiel lenient une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

9. Proteine recombinante selon la revendication 8, caracterisee 
en ce qu'elle est hydrosoluble. 

10. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'elle contient la sequence de la 
p19 de la proteine MSP-1 de Plasmodium falciparum ou ladite partie du 
fragment correspondant. 

11. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterisee en ce qu'elle contient la sequence de 
la p19 de la proteine MSP-1 de Plasmodium cynomofgi ou ladite partie du 
fragment correspondant. 

12. Oligomere de la proteine recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 11. 

13. Oligomere selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il 
contient de 2 a 50 unites monomere de ladite sequence polypeptidique de 
la proteine recombinante telle que definie dans Tune quelconque des 
revendications 1 a 11. 

14. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1a 12, caracterisee en ce qu'elle est conjuguee a une 
molecule porteuse utilisable pour la production de vaccins. 

15. Composition vaccinante contre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour rhomrne, contenant a litre de principe actif une 
proteine recombinante dont la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle est celle : 
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o soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un parasite du type 
Plasmodium, infectieux pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
5 penetration dans des erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle 

infectieux ; * ^ K y , 

o soit d'une partie de ce fragment des lors qu eue est apte aussi aTfnhiber * ^ 

due- GUU. 

une parasitemie rfefTOa temcrr^ - in d uit c in vivo ^ef — te- parasite 
correspondant ; 

10 o soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 

cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
is des epitopes reconnus par des antiserums humains formes contre le 

Plasmodium correspondant. 

16. Composition vaccinante selon la revendication 15, 
caracterisee en ce que son principe actif consiste en une proteine 
recombinante selon Tune quelconque des revendications 2 a 11 ou 14, ou 

20 en un oligomere selon la revendication 12 ou 13. 

17. Composition vaccinante contre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour I'homme, contenant a titre de principe actif un 
oligomere d'une proteine recombinante selon la revendication 15 ou la 
revendication 16. 

25 18. Anticorps polyclonal reconnaissant selectivement la p19 

d'une proteine MSP-1 de la forme merozoTte d'un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour I'homme autre que Plasmodium vivax et ne 
reconnait pas Plasmodium vivax. 

19. Anticorps monoclonal selon la revendication 18, caracterise 

3o en ce qu'il ne reconnait pas Plasmodium vivax. 
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20. Anticorps monoclonal selon la revendication 18, caracterise 

en que qu'il reconnait specifiquement la p19 de P .falciparum. 

21. Anticorps monoclonal selon la revendication 18, caracterise 
en ce qu'il reconnait specifiquement la p19 de P.vivax, 

5 22. Procede de diagnostic differentiel permettant de distinguer 

entre une infection parasitaire due a P.vivax, d'une part, et une infection 
parasitaire due a un autre Plasmodium, d'autre part, caracterise par les 
mises en contact d'un prelevement biologique infecte par un Plasmodium 
avec un anticorps selon la revendication 21, d'une part, et avec un 
10 anticorps selon la revendication 19 ou 20, d'autre part, et la detection 

selon le cas, de la production ou non d'une reaction immunologique. 

23. Vecteur rnodifie du type baculovirus recombinant contenant 
sous le controle d'un promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible 
d'etre reconnu par des cellules transfectables par ce vecteur, une premiere 
15 sequence nucleotidique codant pour un peptide signal compatible avec 

I'expression dans un systeme baculovirus, caracterise par une deuxieme 
sequence en aval de la premiere, egalement sous le controle de ce 
promoteur et dont au moins une partie code pour la sequence peptidique : 
• soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
20 proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un 

parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour I'homme, ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 
humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 
25 • soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 

d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 
apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 
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o soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
peptidique p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en G et C 

comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 50% de la totalite des 

nucleotides dont elle est constitute. 

24. Vecteur modifie selon la revendication 23, caracterise en ce 
que la susdite deuxieme sequence polypeptidique est conforme a celle 
definie dans Tune quelconque des revendications 2a 11. 

25. Vecteur modifie selon la revendication 23, caracterise en ce 
que la deuxieme sequence nucleotidique est une sequence synthetique. 

26. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
23 a 25, caracterise en ce que la premiere sequence nucleotidique code 
pour un peptide signal issu de Plasmodium vivax et normalement associe a 
la proteine MSP-1 de ce Plasmodium. 

27. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
23 a 26, caracterise en ce que la deuxieme sequence nucleotidique est 
depourvue a son extremite 3* terminale de la sequence d'extremite C- 
terminate hydrophobe qui est impliquee dans ('induction de I'ancrage de 
cette proteine recombinante a la membrane cellulaire de I'hote dans lequel 
elle est exprimee, notamment dans une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

28. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
23 a 27, caracterise en ce qu'il consiste en un baculovirus modifie. 

29. Organisme, notamment cellule d'insecte du type Sf9, 
transferable et transfecte par le vecteur modifie selon Tune quelconque 
des revendications 23 a 27. 

30. ADN synthetique contenant une premiere sequence 
nucleotidique dont au moins une partie code pour la sequence peptidique : 
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soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte 
Plasmodium falciparum, ce fragment C-terminal restant normalement 
ancre a la surface du parasite au terme de sa penetration dans des 
erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 

soit d'une partie de ce fragment peptidiqu^ des lors que le produit f/ 
d expression de cet ADN dans un systems baculovirus est apte a^nhiber ' 



une parasitemie no rma l omo ftt — i nduitc in vivo p«r le parasite 
correspondant ; ck*-L~ 

io • soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 

cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
peptidique p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en nucleotides G 
et C comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 50% du total des 
15 nucleotides dont est constitue le susdit ADN synthetique. 

31. ADN synthetique selon la revendication 30, caracterise en ce 
que sa premiere sequence nucleotidique est depourvue a son extremite 3' 
terminale de la sequence codant pour la region d'extremite C-terminale 
hydrophobe normalement impliquee dans I'induction de I'ancrage de la 

20 proteine p19 a la membrane cellulaire de I'hote dans lequel elle est 

exprimee, notamment dans une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

32. ADN synthetique selon la revendication 30 ou la 
revendication 31 , caracterise en ce que la premiere sequence 

25 nucleotidique est precedee d'une sequence nucleotidique signal codant 

pour un peptide signal normalement associe a une proteine MSP-1 de 
Plasmodium, homologue ou heterologue vis-a-vis de la sequence 
principale. 

33. ADN synthetique selon la revendication 32, caracterise en ce 
30 que la sequence signal est issue de P.vivax. 



• 



34. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
30 a 33, caracterise en ce que la susdite premiere sequence nucleotidique 
inclut une sequence 3*-terminale codant pour une region polypeptidique 
d'ancrage a la membrane cellulaire, ladite region d'ancrage se fixant sur la 
proteine recombinante exphmee a la surface de la membrane de I'hote 
cellulaire transforme avec un vecteur contenant ledit ADN synthetique, 
ladite sequence 3' etant homologue a celle de la sequence nucleotidique 
principale, ou heterologue, notamment celle issue de P.vivax. 

35. ADN synthetique selon la revendication 34, caracterise en ce 
que la sequence 3'-terminale est issue de P.vivax. 

36. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
30 a 34, caracterise en qu'il est depourvu de ladite sequence 
3'-terminale. 

37. Vecteur de type baculovirus selon la revendication 23, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1659 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1660 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1661 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1662 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1663. 

38. Hybridome secreteur d'anticorps monoclonaux ayant les 
specificites des anticorps selon Tune quelconque des revendications 18 a 
21. 

39. Procede de separation d'un peptide p19 de specificite 
donnee a partir d'un melange de peptides, caracterise par la mise en 
contact de ce melange de peptides avec un anticorps correspondant, 
conforme a Tune quelconque des revendications 18 a 21, de preference 
prealablement fixe sur un support insoluble, par la dissociation ulterieure 
du compose antigene-anticorps forme et par la recuperation du peptide 
p19 purifie. 




40. Utilisation de la proteine selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 11 ou de I'oligomere selon la revendication 13 ou 14 
pour la preparation d'une composition immunogene susceptible d'induire 
une reponse immune contre une infection a Plasmodium. 
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AAT TAC AAA CAA GAA GGT GAT AAA TGT GTT GAA AAT CCA AAT CCT ACT TGT 
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AAC GAG AAC AAC GGC GGC TGT GAC GCA GAC GCC AAA TGC ACC GAG GAG GAC 

HI H II N M II III II III II III III || III || || || 
AAC GAA AAT AAT GGT GGA TGT GAT GCA GAT GCC AAA TGT ACC GAA GAA GAT 

SGSNGKKITCEC TKPDS 
TCG GGC AGC AAC GGC AAG AAA ATC ACG TGT GAG TGT ACC AAA CCC GAC TCG 
H M Ml III II III III III II III || IN || ||f || || || 
TCA GGT AGC AAC GGA AAG AAA ATC ACA TGT GAA TGT ACT AAA CCT GAT TCT 

YPLFDGIFCS** 
TAC CCG CTG TTC GAC GGC ATC TTC TGC AGC TAA TAA 
N M M I I I I I II II III Ml II 
TAT CCA CTT TTC GAT GGT ATT TTC Tdb «AGT 
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PROTEINE RECOMBINANTE CONTENANT UN FRAGMENT 
C-TERMINAL DE LA PROTEINE MSP-1 
D'UN PLASMODIUM INFECTIEUX POUR L'HOMME 
POUR LA PRODUCTION DE VACCINS ANTI-PALUDIQUES 

5 

L'invention concerne de nouveaux principes actifs de vaccins 
derives de la proteine majeure de surface de formes merozoites d'un 
Plasmodium infectieux pour I'homme, plus generalement connue sous la 

10 designation MSP-1. 

Cette proteine a deja fait I'objet d'etudes nombreuses. Elle est 
synthetisee dans le stade schizonte des parasites du type Plasmodium, 
notamment Plasmodium falciparum, et est exprimee sous forme de Tun des 
constituants majeurs de la surface des merozoTtes aussi bien pendant le 

15 stade hepatique que pendant le stade erythrocytaire du paludisme (1, 2, 3, 

4). En raison du caractere predominant et de la conservation dans toutes 
les especes de Plasmodium connues de cette proteine, il a ete suggere 
qu'elle pourrait representer un candidal pour la constitution de vaccins 
anti-paludiques (5, 6). 

20 II en a encore ete de meme pour des fragments de cette proteine, 

particulierement des produits naturels de clivage dont Ton observe la 
formation, par exemple au cours de ['invasion par le parasite des 
erythrocytes de I'hote infecte. Parmi, ces produits de clivage, on relevera le 
fragment C-terminal ayant un poids moleculaire de 42 kDa (7,8) qui est a 

25 son tour dive une nouvelle fois en un fragment N-terminal ayant un poids 

moleculaire apparent conventionnel de 33 kDa et en un fragment C- 
terminal ayant un poids moleculaire apparent conventionnel de 19 kDa (9) 
qui reste normalement fixe a la membrane du parasite au terme des 
modifications dont il est lui-meme I'objet, par I'intermediaire de groupes du 

30 type glycosylphosphatidylinositol (GPI) (10, 11). 
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5 

o soit d'une partie de ce fragment des lors quelle est apte aussi a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 
o soit d'un peptide irnmunologiquement equivalent a ce fragment p19 ou a 

5 la susdite partie de ce fragment, et 

cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant, de 
preference, la majorite des epitopes reconnus par des antiserums humains 
formes contre le Plasmodium correspondant. 

10 La presence de ces epitopes conformationnels pourrait jouer un role 

important dans I'efficacite protectrice du principe actif de vaccins. On les 
retrouve tout particulierement dans les principes actifs presentant par 
ailleurs les autres caracteristiques definies ci-dessus, lorsqu'ils ont ete 
produits dans un systeme vecteur baculovirus. S'il en est besoin, il est 

15 mentionne ci-apres que par 1'expression « systeme de vecteur 

baculovirus » on entend ('ensemble que constitue le vecteur type 
baculovirus lui-merne et les lignees cellulaires, notamment cellules 
d'insectes transfectables par un baculovirus modifie par une sequence a 
transferer dans ces lignees cellulaires avec pour resultat 1'expression de 

20 cette sequence transferee. Des exemples preferes de ces deux partenaires 

du systeme baculovirus, ont ete decrits dans I'article de Longacre et al. 
(19). C'est le meme systeme qui a ete utilise dans les exemples qui 
suivent. II va naturellement de soi que des variants, tant du baculovirus 
que des cellules infectables par ce baculovirus peuvent etre utilises en lieu 

25 et place de celui qui a ete choisi. 

Le caractere instable en milieu reducteur de ces epitopes 
conformationnels peut etre mis en evidence, notamment par le test decrit 
plus loin dans les exemples, notamment en presence de 
p-mercaptoethanol. 

30 De ce point de vue, la proteine recombinante produite par 

S. Longacre et al. (14) peut etre mise en oeuvre dans de tels compositions. 
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baculovirus, caracterise par une deuxieme sequence nucleotidique en aval 
de la premiere, egalement sous le controle de ce promoteur et code pour 
la sequence peptidique : 

• soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoite d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 
humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 
apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide immunologiquement equivalent derive du susdit 
fragment peptidique C-terminal (p19) ou de la susdite partie de fragment 
peptidique par addition, deletion ou substitution d'acides amines 
n'entrainant pas une modification importante de la capacite de ce 
peptide immunologiquement equivalent a induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale semblable a celle 
produite par ce fragment peptidique p19 ou a la susdite partie de ce 
fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant le cas echeant une teneur en 
nucleotides G et C comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 
50% de la totalite des nucleotides dont elle est constitute. Cette sequence 
peut etre obtenue par construction d'un gene synthetique dans lequel les 
codons naturels ont ete changes par des codons riches en G/C sans que 
leur traduction soit modifiee (maintien de la sequence peptidique). 

En I'occurrence ladite sequence nucleotidique, fournie par un ADN 
synthetique, peut presenter au moins 10% de codons modifies par rapport 
a la sequence du gene ou du cDNA naturel tout en conservant les 




30 

***** 

(33) Haziot A. et al. (1994) J. Immunol. 152: 5868. « Recombinant soluble 
CD14 Inhibits LPS-lnduced Tumor Necrosis Factor & Production by Cells in 
Whole Blood ». 

(34) Chang, S.P. et al., (1988) « Plasmodium falciparum : gene structure and 
5 hydropathy profile of the major merozoite surface antigen (gp195) of the 

Uganda-Palo Alto isolate. Exp. Parasitol. 67 : 1-11. 

(35) Holder, A.S. et al. (1985) « Primary structure of the precursor to the three 
major surface antigens of Plasmodium falciparum merozoites, Nature 317 : 
270-273. 

io L'invention concerne egalement les hybridomes secreteurs 

d'anticorps specifiques reconnaissant selectivement la p19 d'une proteine 
MSP-1 de la forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium infectieux 
pour Thomme autre que Plasmodium vivax et ne reconnaissant pas 
Plasmodium vivax. 

15 En particulier, ces hybridomes secretent des anticorps monoclonaux 

qui reconnaissent pas la p19 de Plasmodium vivax et qui reconnaissent 
specifiquement la p19 de Plasmodium falciparum. 

L'invention concerne egalement un hybridome caracterise en ce 
qu'il produit un anticorps specifique qui reconnait specifiquement la p19 de 

20 P. vivax. 



• soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un parasite du type 
Plasmodium, infectieux pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
penetration dans des erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle 
infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou hurnorale equivalente a celle produite par ce fragment 
p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
des epitopes reconnus par des antiserums humains formes contre le 
Plasmodium correspondant. 

16. Composition vaccinante selon la revendication 15, 
caracterisee en ce que son principe actif consiste en une proteine 
recombinante selon Tune quelconque des revendications 2 a 11 ou 14, ou 
en un oligomere selon la revendication 12 ou 13. 

17. Composition vaccinante contre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour I'homme, contenant a titre de principe actif un 
oligomere d'une proteine recombinante selon la revendication 15 ou la 
revendication 16. 

18. Anticorps reconnaissant selectivement la p19 d'une proteine 
MSP-1 de la forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium infectieux 
pour I'homme autre que Plasmodium vivax et ne reconnait pas Plasmodium 
vivax. 

19. Anticorps selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il 
est monoclonal. 
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20. Anticorps selon la revendication 18, caracterise en que qu'il 
est monoclonal et en ce qu'il reconnait specifiquement la p19 de 
P falciparum. 

21. Anticorps monoclonal selon la revendication 18, caracterise 
5 en ce qu'il reconnait specifiquement la p19 de P.vivax. 

22. Procede de diagnostic differentiel permettant de distinguer 
entre une infection parasitaire due a P.vivax, d'une part, et une infection 
parasitaire due a un autre Plasmodium, d'autre part, caracterise par les 
mises en contact d'un prelevement biologique infecte par un Plasmodium 

io avec un anticorps selon la revendication 21, d'une part, et avec un 

anticorps selon la revendication 19 ou 20, d'autre part, et la detection 
selon le cas, de la production ou non d'une reaction immunologique. 

23. Vecteur modifie du type baculovirus recombinant contenant 
sous le controle d'un promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible 

15 d'etre reconnu par des cellules transfectables par ce vecteur, une premiere 

sequence nucleotidique codant pour un peptide signal compatible avec 
1'expression dans un systeme baculovirus, caracterise par une deuxieme 
sequence en aval de la premiere, egalernent sous le controle de ce 
promoteur et dont au moins une partie code pour la sequence peptidique : 
20 o soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 

proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour I'honrime, ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 
25 humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 

© soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 
apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 
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• soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoite 
Plasmodium falciparum, ce fragment C-terminal restant normalement 
ancre a la surface du parasite au terme de sa penetration dans des 
erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de cet ADN dans un systeme baculovirus est apte a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
peptidique p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en nucleotides G 
et C comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 50% du total des 
nucleotides dont est constitue le susdit ADN synthetique. 

31. ADN synthetique selon la revendication 30, caracterise en ce 
que sa premiere sequence nucleotidique est depourvue a son extremite 3' 
terminale de la sequence codant pour la region d'extremite C-terminale 
hydrophobe normalement irnpliquee dans ('induction de I'ancrage de la 
proteine p19 a la membrane cellulaire de I'hote dans lequel elle est 
exprimee, notamment dans une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

32. ADN synthetique selon la revendication 30 ou la 
revendication 31, caracterise en ce que la premiere sequence 
nucleotidique est precedee d'une sequence nucleotidique signal codant 
pour un peptide signal normalement associe a une proteine MSP-1 de 
Plasmodium, homologue ou heterologue vis-a-vis de la sequence 
principale. 

33. ADN synthetique selon la revendication 32, caracterise en ce 
que la sequence signal est issue de P.vivax. 
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34. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
30 a 33, caracterise en ce que la susdite premiere sequence nucleotidique 
inclut une sequence 3'-terminale codant pour une region polypeptidique 
d'ancrage a la membrane cellulaire, ladite region d'ancrage se fixant sur la 
proteine recombinante exprimee a la surface de la membrane de I'hote 
cellulaire transforme avec un vecteur contenant ledit ADN synthetique, 
ladite sequence 3' etant homologue a celle de la sequence nucleotidique 
principale, ou heterologue, notamment celle issue de P.vivax. 

35. ADN synthetique selon la revendication 34, caracterise en ce 
que la sequence 3'-terminale est issue de P.vivax, 

36. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
30 a 34, caracterise en qu'il est depourvu de ladite sequence 
3Merminale. 

37. Vecteur de type baculovirus selon la revendication 23, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1659 
© le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1660 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1661 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1662 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1663. 

38. Hybridome secreteur d'anticorps monoclonaux ayant les 
specificites des anticorps selon Tune quelconque des revendications 19 a 
21. 

39. Procede de separation d'un peptide p19 de specificite 
donnee a partir d'un melange de peptides, caracterise par la mise en 
contact de ce melange de peptides avec un anticorps correspondant, 
conforme a Tune quelconque des revendications 18 a 21, de preference 
prealablement fixe sur un support insoluble, par la dissociation ulterieure 
du compose antigene-anticorps forme et par la recuperation du peptide 
p19 purifie. 
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